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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr Beaty Kruk pt. ,Wplhyw wybranych polimorfizméw genetycznych na
progresje widknienia w cholestatycznych chorobach wagtroby”.

Proces wtoknienia jest swoistg odpowiedzig watroby na dzialajagcy przewlekle czynnik
uszkadzajacy i wigze si¢ nieroztacznie z zapaleniem toczgcym si¢ w tkance watrobowej. W historii
naturalnej przewleklych choréb watroby wyrdznia si¢ 4 stadia, ktdre cechuje swoista aktywnos$é
procesow zapalenia i wtoknienia. W stadium pierwszym dominuje zapalenie. W stadium drugim
aktywnos¢ procesOw zapalenia i wldknienia ulega zréwnaniu, natomiast w stadium 3 wtoknienie
znacznie przewyzsza aktywnos¢ zapalng. Koncowe stadium czwarte, tj. marskosé, charakteryzuje
minimalna aktywnos$¢ obu proceséw. Znamienny jest fakt, iz skiad nacieku zapalnego w tkance
watrobowej jest r6zny i uzalezniony od czynnika sprawczego. Moga go tworzy¢ granulocyty, ko-
morki Browicza-Kupffera, limfocyty, plazmocyty, a nawet ptytki krwi. Aktywacja komorek wcho-
dzacych w skfad nacieku skutkuje uwalnianiem duzej ilosci prozapalnie dzialajacych cytokin i
czynnikéw wzrostowych. Molekuly te modyfikujg sklad i dynamiczny stan tzw. macierzy ze-
wnatrzkomorkowej (extracellular matrix, ECM). Obszary watroby dotkniete dzialaniem czynnika
uszkadzajacego zostajg otoczone przez macierz zewnatrzkomorkowg z wytworzeniem tkanki bli-
znowatej. Tkanka ta sklada si¢ z podobnych elementéw niezaleznie od rodzaju czynnika odpowie-
dzialnego za inicjacj¢ i propagacj¢ tego procesu. Aktualnie nie jest znany $cisle okreslony przedziat
czasowy, w ktorym zaawansowanie wioknienia warunkuje jego nieodwracalny charakter. Wia-
domo takze, ze catkowita eliminacja czynnika uszkadzajgcego skojarzona z odpowiednim poste-
powaniem terapeutycznym moze w przypadkach o nieznacznym zaawansowaniu doprowadzi¢ do
regresji wldknienia. Jednym z kluczowych zagadnief, ktore znajduje si¢ w kregu zainteresowania
wielu osrodkow badawczych zajmujacych si¢ problematyka wotknienia, jest poszukiwanie i iden-
tyfikacja czynnikéw mogacych wpltywaé¢ na modulowanie tego procesu. Dostepne dane z pismien-
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mogg odgrywac polimorfizmy genetyczne. Dlatego tez prowadzenie badan obejmujacych ten ob-
szar nalezy uzna¢ za niezwykle cenne i w pelni uzasadnione.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa zostala zrealizowana pod kierownictwem nauko-
wym Pani Prof. dr hab. n. med. Joanny Raszei-Wyszomirskiej zatrudnionej w Klinice Hepatolo-
gii i Chorb Wewngtrznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Dysertacja liczy 76
stron 1 skiada si¢ z 6 rozdzialow poprzedzonych wykazem skrotéw i streszczeniami w jezyku
polskim i angielskim. Po rozdziale bibliografia zamieszczony jest wykaz 3 rycin, Opinia Komisji
Bioetycznej oraz 15 o$wiadczen wspoétautoréw publikacji. Rozprawa oparta jest o cykl trzech
publikacji ogloszonych drukiem w recenzowanych czasopismach medycznych, ktérych tresé jest
zgodna z tematem zawartym w tytule rozprawy. Pierwsza z prac pt. ,,PNPLA3 p.1148M and
TM6SF2 p.E167K variants do not predispose to liver injury in cholestatic liver diseases: A pro-
spective analysis of 178 patients with PSC” zostala opublikowana na tamach PLoS One w 2018
roku. Druga pt. ,MARCI p.A165T variant is associated with decreased markers of liver injury and
enhanced antioxidant capacity in autoimmune hepatitis” zostala opublikowana na tamach Scien-
tific Reports w roku 2021, natomiast trzecia pt.” 4 common variant in the hepatobiliary phospho-
lipid transporter ABCB4 modulates liver injury in PBC but not in PSC: prospective analysis in 867
patients” na famach Orphanet Journal of Rare Diseases w roku 2022. Wszystkie prace byly pra-
cami oryginalnymi wysokoimpaktowymi o lacznej punktacji IF 12.075 i punktacji MEiN 280
punktow. Na szczegélne podkreslenie zastuguje fakt, iz w 2 publikacjach magister Beata Kruk
byla pierwszym autorem. Na przeprowadzenie badan Autorka uzyskala zgode Komisji Bioetycz-
nej dzialajgcej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym.

W rozdziale pierwszym zatytulowanym Wstep uzasadniajgcy potgcznie publikacji w cykl,
Autorka wprowadza czytelnika w problematyke bedaca przedmiotem dysertacji. Zwiezle cha-
rakteryzuje epidemiologi¢ przewlekiych chor6b watroby i pryncypia procesu wtéknienia tego
narzadu. Zwraca uwage na ograniczone mozliwosci terapeutyczne u chorych z zaawansowanym
wioknieniem i wynikajacg z tego faktu duza rolg badan, ktére pozwolilyby na zdefiniowanie
modulatoréw tego procesu. W dalszej czg¢sci rozdziatu podkresla znaczenie interakcji miedzy
predyspozycja genetyczng, a czynnikami srodowiskowymi wplywajacymi na postep procesu
widknienia watroby. Nastepnie charakteryzuje dwie cholestatyczne choroby watroby tj. pier-
wotne zapalenie drog zéiciowych (PBC) i pierwotne stwardniajace zapalenie drog zoétciowych
(PSC), zwracajac szczegdlng uwage na réznic¢ w mechanizmach powodujacych zastéj zotci w
obu jednostkach chorobowych. Podnosi takze kluczowe znaczenie zaburzen funkcji transporte-
row zlokalizowanych na btonie kanalikowej hepatocytow, ktore to zaburzenia mogg prowadzié
do nieprawidtowosci w wydzielaniu i sktadzie z6ci, manifestujace si¢ klinicznie, jako rézne jed-

nostki chorobowe przebiegajace z cholestatycznym profilem uszkodzenia watroby.
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W rozdziale drugim Autorka precyzuje zalozenia i cel pracy, ktdre definiuje, jako:

1. Prospektywna analiz¢ populacji pacjentow z PSC, PBC i autoimmunologicznym zapaleniem
watroby (AIH) oraz zespotami nakladania PSC-AIH i PBC-AIH w celu wykrycia polimorfizméw
pojedynczego nukleotydu modulujacych proces widknienia watroby.

2. Ocen¢ wplywu wybranych polimorfizméw genetycznych na postep ww. jednostek chorobo-
wych z uwzglednieniem procesu widknienia.

Rozdzial trzeci Material i metody zawiera charakterystyke badanej populacji i opisy me-
todologiczne wykonanych badan. Badania stanowiagce podstawe rozprawy mialy charakter pro-
spektywny. Do projektu zostali wlaczeni pacjenci, ktorzy wyrazili §wiadomg zgode na udzial w
badaniu. Wybrane polimorfizmy, ktdrych potencjalny zwigzek z modulowaniem procesu wiok-
nienia watroby poddano badaniu, genotypowano przy uzyciu specjalnych sond typu TaqMan. Do
pierwszego badania wlaczono 178 pacjentow z PSC w stadium marsko$ci watroby, natomiast do
drugiego 313 z autoimmunologicznym zapaleniem watroby i zespotami naktadania AIH-PSC,
AIH-PBC. W badaniu trzecim wzi¢to udziat 867 chorych z PBC i PSC oraz 468 zdrowych ochot-
nikéw. Od kazdego uczestnika badania pobrano probke krwi, ktdra postuzyta do izolacji DNA
przy wykorzystaniu zestawu Qiagen Extraction Kit produkcji niemieckiej. W dalszej kolejnosci
w wyizolowanym DNA przeprowadzono genotypowanie wybranych wariantéw polimorfizmow
w oparciu o zastosowanie sond TagMan. Uzyskane wyniki analizowano przy uzyciu programow
statystycznych SPSS, GraphPad Prism. Rozklad analizowanych zmiennych oceniono przy po-
mocy testow Kolmogorowa-Smirnowa, natomiast pozostate analizy statystyczne przeprowa-
dzono przy pomocy testow niezaleznosci chi-kwadrat, testu U Manna-Whitneya, Kruskala-Wal-
lisa i testu ANOVA. Wyniki genotypowania analizowano przy uzyciu testu chi-kwadrat i Armi-
tage’s trend test.

W rozdziale czwartym, Autorka prezentuje w sposob rzeczowy, syntetyczny i przejrzysty
podsumowanie i wnioski z przeprowadzonych badarn.

Rozdzial piaty zawiera kopie 3 opublikowanych prac, a rozdzial szésty 36 pozycji pi-
Smiennictwa.

Reasumujac, uwazam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska magister Beaty
Kruk pt.,, Wptyw wybranych polimorfizmow genetycznych na progresje wiéknienia w cholestatycz-
nych chorobach wgtroby” poza wysokimi walorami poznawczymi, porusza wazne aspekty doty-
czace praktycznego zastosowania genotypowania wybranych polimorfizméw pojedynczego nukle-
otydu , jako czynnikéw modulujacych postep wioknienia watroby. Dysertacja stanowi istotne uzu-
pelnienie stanu wiedzy w obszarze mozliwosci diagnostycznych i prognostycznych u chorych z
cholestatycznymi chorobami watroby, a Autorka rozprawy wykazata si¢ wnikliwoscig, rzetelno-
$cig, samodzielnoscig i dojrzaloscig naukows, jak réwniez bardzo dobrg znajomoscig warsztatu
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badawczego. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, iz Autorka rozprawy dokonata rekrutacji
do badania bardzo duzej grupy chorych. Biorac pod uwagg fakt, iz PBC, PSC, AIH jak réwniez
zespoty nakladania PSC/AIH oraz PBC/AIH naleza do rzadkich choréb watroby, wigczenie do
badania ponad 1350 chorych i blisko 500 zdrowych ochotnikéw, tylko podkresla wysokg wartos¢
pracy i bardzo duze zaangazowanie Autorki. Biorgc pod uwage powyzsze, jak rowniez fakt, iz
rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stop-
niach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.
595 z p6zn. zm., zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk o Zdrowiu Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto sktadam wniosek o wyr6znienie rozprawy.

Prof. dr hab.n.med. i n. o zdr. Krzysztof Gutkowski
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